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CD44 人 在 新 生 隐 球菌 体外 感染 血 脑 屏障 中 对 单 核 细 肥 迁移 的 影响 
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摘要 :目的 新 生 隐 球菌 (Cryptococcus neoformans, Cn) 荚 膜 主 要 毒 力 因子 透明 质 酸 由 CPS] 基因 编码 ,能 与 宿主 细胞 受 体 CD44 
结合 介 导 真菌 侵袭 。 本 文 目 的 明确 CD44 分 子 在 Cn 体外 感染 血 脑 屏障 模型 中 对 单 核 细胞 黏附 人 脑 微血管 内 皮 细 胞 (HBMEC) 
并 迁移 穿越 血 脑 屏障 的 影响 。 方法 用 单 层 HBMEC 铺 趋 化 小 覃 构建 体外 血 脑 屏障 模型 ,利用 Cn 野生 株 B4500FO2 ,CPS 1 基因 
BRER TYCC645'32 和 CPS1 基 因 回 补 株 PCIP, 分 别 感染 模型 中 的 HBMEC ,然后 在 上 模 液 中 加 入 人 白血病 单 核 细胞 (THP-1) , 
计数 从 上 覃 液 中 迁移 到 下 覃 液 中 的 单 核 细胞 数量 ,观察 Cn 感染 与 单 核 细胞 迁移 时 间 和 剂量 关系 ;用 抗 CD44 单 克隆 抗体 和 
CD44 抑 制剂 Bikunin 分 别 作用 于 模型 中 单 层 HBMEC ,通过 趋 化 实验 检查 抗 CD44 单 克隆 抗体 和 Bikunin 对 Cn 感染 模型 中 单 核 
细胞 迁移 的 抑制 效应 。 结果 黏附 和 趋 化 实验 结果 显示 ,Cn 感染 HBMEC 后 , 相 比 PBS 对 照 组 ,THP-1 黏附 率 和 趋 化 效应 均 明 
增加 (P<0.01) , 且 黏 附 率 和 迁移 率 随 Cn 感 染 量 和 感染 时 间 的 增加 而 显著 上 升 L(P<0.05)。 通 过 抗 CD44 单 克隆 抗体 和 CD44 
阻 断 剂 Bikunin 分 别 作用 于 Cn 感染 后 的 HBMEC ,结果 发 现 THP-1 黏附 率 和 迁移 率 均 显著 降低 (P<0.01) , 且 在 一 定 范围 内 分 别 
随 抗体 (0~1 ng) 和 抑制 剂 (0~20 nmol/L) 剂 量 的 增加 而 减低 。 不 同 Cn 菌株 荚 膜 透明 质 酸 的 表达 差异 对 THP-1 细胞 黏附 和 迁移 
有 一 定 影响 :与 野生 株 相 比 ,TYCC645’32 感 染 组 的 THP-1 黏附 率 和 迁移 率 均 明 显 降低 LPx0.01,P<0.05) ,而 回 补 株 PCIP 的 
THP-1 黏 附 率 和 迁移 率 有 所 增加 。 结论 体外 血 脑 屏障 模型 中 人 脑 微血管 细胞 表达 CD44 分 子 可 能 对 单 核 细 胞 黏附 内 皮 细 胞 
和 迁移 通过 血 脑 屏障 起 重要 作用 ; 葬 膜 透明 质 酸 能 介 导 Cn 诱导 的 单 核 细 胞 黏附 和 迁移 。 
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Role of CD44 in monocyte transmigration across Cryptococcus neoformans-infected 
blood-brain barrier in vitro 
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Abstract: Objective To explore the role of CD44 in monocyte adhesion to human brain microvascular endothelial cells 
(HBMECs) and monocyte migration across an in vitro model of blood-brain barrier (BBB) infected by Cryptococcus neoformans 
(Cn). Methods An in vitro blood-brain barrier model was constructed using a transwell chamber covered with a HBMEC 
monolayer. The wild-type strain of Cn B4500FO2, TYCC645#32 strain with CPS1 gene deletion and PCIP strain with CPS1 
complementation were chosen to infect the monolayer HBMECs. THP-1 cells were added to the upper chamber of transwell, 
and the relative migration rate was determined by counting the number of the cells entering the lower chambers. The 
inhibitory effects of anti-CD44 monoclonal antibody and the CD44 inhibitor bikunin were examined on THP-1 binding to and 
migration across HBMECs. Results Cn infection of the HBMECs caused markedly enhanced THP-1 cell adhesion and 
migration across the monolyers (P«0.01) dependent on Cn concentration and exposure time. Addition of anti-CD44 
monoclonal antibody and bikunin significantly lowered THP-1 adhesion and migration rates in the BBB model with 
Cn-infected HBMECS (P«0.01) with a dose dependence of the antibody (within 0-1 ug) and inhibitor (within 0-20 nmol/L). Both 
THP-1 adhesion rate and migration rate were lowered in the BBB model infected with CPS1 gene-deleted Cn but increased in 
the model infected with the complemented strain compared with those in the wild-type strain-infected model. Conclusion In 
the in vitro BBB model, CD44 expressed on HBMECS may play an essential role in monocyte adhesion to and migration across 
the BBB. The capsular hyaluronic acid may mediate Cn-induced monocyte adhesion and migration. 
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相关 "2。 同 时 HA 也 是 哺乳 动物 细胞 基质 的 主要 成 分 ， 
在 白细胞 和 内 皮 细胞 中 广泛 存在 。 

我 们 研究 发 现 CD44 是 Cn HA 在 BMEC 表 面 的 主 
要 受 体 汪 , 当 细 胞 膜 脂 管 上 的 CD44 与 真菌 鞠 膜 HA 结 
合 后 会 引起 宿主 细胞 骨架 和 蛋白 改变 和 CD44 在 细胞 膜 
表面 的 再 聚集 “*。 尿 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 Bikunin 可 以 通 
过 BMEC 膜 蛋白 B 这 -R 与 CD44 偶 联 ,从 而 阻 断 CD44 
信号 通路 "。Cn 通 过 肺 部 人 血 后 ,可 扩散 至 脑 组 织 和 
脑膜 。 有 研究 表明 Cn 与 单 核 细胞 共 孵 育 后 ,侵袭 能 力 
明显 增强 中 。 尽 管 对 于 Cn 如 何 穿 越 血 脑 屏障 和 引起 神 
经 系统 损伤 的 机 制 目前 仍 有 许多 不 明之 处 ,但 是 CD44 
作为 禁 附 分 子 在 白细胞 与 内 皮 细 胞 的 相互 作用 中 扮演 
关键 角色 ,表明 HA-CD44 信 号 通路 参与 了 Cn 穿越 
血 脑 屏障 和 白细胞 渗 出 迁移 的 过 程 。 

趋 化 迁移 实验 是 一 种 研究 Cn 感染 时 , 单 核 细胞 与 
脑 微 血管 内 皮 细 胞 相互 作用 和 运动 的 很 好 的 实验 方法 
和 手段 。 实 验 装 置 是 一 种 有 特定 孔径 的 杯 状 的 膜 滤 器 ， 
将 脑 微血管 内 皮 细 胞 铺 于 膜 上 以 模拟 血 脑 屏 障 。 这 种 
实验 手段 经 常 被 用 于 共 培 养 .细胞 趋 化 细胞 迁移 细胞 
侵袭 等 多 方面 的 人 研究 “7 。 本 人 研究 将 利用 构建 的 体外 
BMEC 模 型 模拟 血 脑 屏障 ,研究 人 脑 微 血管 内 皮 细 胞 受 
到 Cn 刺激 后 引起 的 人 急性 单 核 细胞 白血病 细胞 
(human acute monocytic leukemia, THP-1) 趋 化 迁移 变 


化 ,并 分 析 CD44 在 其 中 的 作用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 菌株 及 细胞 

新 生 隐 球菌 B4500FO,. 敲 除 CPSI 基因 的 突变 株 
TYCC645*32 及 回 补 株 PCIP 由 本 室 保存 ,30 % 培 养 在 
YPD 肉 汤 中 。 收 集 对 数 期 细胞 ,PBS 洗 2 次 ,用 血球 计 
数 板 计数 ,调整 菌 液 浓 度 10Yml 重 上 基于 含 5% FBS 的 
Hams-F12/M199 培养 基 中 备用 。 人 脑 微血管 细胞 
(HBMEC) 购 于 Sciencell 公司 ,人 白血病 单 核 粒 细胞 
(THP-1) 购 于 上 海中 科 院 细胞 库 ,37 % .5% CO, 培 养 在 
含 10% FBS 的 1640 培 养 基 中 。 
1.2 主要 试剂 和 器 材 

抗 CD44 单 抗 购 自 Santa Cruz 公司 ; 尿 胰 和 蛋白酶 
Bikunin 购 自 北 京 虞 国 昌 盛 生物 技术 有 限 责任 公 司 ; 细 
胞 膜 荧光 染料 (PKH26 Red) 购 自 Sigma 公 司 ; 趋 化 小 槽 
Millicell 12 um 购 自 Millipore 公 司 ;24.96 孔 板 购 自 
Coming 公司 ; 跨 上 皮 细 胞 电阻 测定 仪 
(Millicell-Electrical Resistance System) X Millipore ZS 
司 产品 。 
1.3 THP-1 荧光 米色 

室温 下 用 无 血清 1640 培 养 基 清洗 THP-1 细胞 1 
次 ,加 入 浓度 为 4x10“mol/ml PKH26 染料 中 ,放置 2~ 
5 min, 轻 摇 混 匀 ,保证 充分 混合 ,加 入 等 量 血清 ,终止 染 


色 反 应 ,再 放置 1 min, 离 心 去 上 清 ,1640 培 养 基 洗 3 次 
备用 。 
1.4 THP-1 黏附 分 析 

将 HBMEC 调 整 浓度 至 5x10Yml,200 WALA T 96 
孔 板 ,37 % .5% CO, 培 养 12 ha. 与 不 同 菌株 作用 后 ,每 
和 孔 加 入 PKH26 染 过 色 的 浓度 为 2x10Yml 的 THP-1 细 胞 
200 由, 相同 条 件 下 贱 育 1 h 后 1640 培 养 基 清 洗 细胞 3 
次 ,然后 可 在 获 光 显微镜 下 拍照 计数 ,每 个 孔 随 机 3 个 
视野 ,实验 重复 3 次 ,使 用 方差 分 析 统 计数 据 
(ANOVA) 。 为 观察 不 同 剂量 Cn B4500FO. 刺激 
HBMEC 对 THP-1 黏 附 率 的 影响 ,在 加 入 THP-1 之 前 ， 
先 分 别 加 入 200 由 以 Hams-F12/M199 培 养 基 稀 释 的 对 
数 生 长 期 YR RE 0, 10°, 5 x 10° 81 5 x 10” cfu/ml 的 
B4500FO, 株 ,37 % .5% CO, 分 别 与 HBMEC IFA ,3 h 
后 去 除 Cn, 然 后 再 添加 THP-1 孵 育 ; 为 分 析 THP-1 黏附 
HBMEC 随 Cn 刺激 时 间 变 化 的 关系 ,同样 方法 ,每 孔 加 
A5x 10° cfu/ml 浓 度 的 Cn B4500FO, 200 ul, 4) 9I] 1, 
2.6h 后 去 除 Cna 并 冲洗 细胞 ,再 加 入 THP-1 黏附 
HBMEC。 

为 观察 Bikunin 和 anti-CD44 单 抗 与 HBMEC 表达 
的 CD44 分子 互 作 及 B4500FO; 刺 激 下 的 THP-1 黏 附 
率 ,以 无 血清 1640 培养 基 稀 杰 Bikunin X 0.1,1,5, 
20 nmol/L ,并 设 PBS 对 照 组 ,在 Cn 孵育 HBMEC 3 h 后 
冲洗 培养 板 ,Bikunin 随 THP-1 一 起 加 入 96 孔 板 孵 育 
1 h; 另 一 96 孔 板 中 各 浓度 组 antir-CD44 单 抗 加 入 量 分 
别 为 每 孔 10、100、500、1000 ng. 

分 别 使 用 浓度 为 5x10 cfu/ml AY CPS1 FERRER 
TYCC645*32、 回 补 株 CPIP 和 野生 株 B4500FO, 刺 激 
HBMEC ,并 设 空白 对 照 组 ,观察 HA 表达 差异 的 不 同 菌 
株 对 THP-1 迁 移 的 作用 。 

1.5 构建 体外 血 脑 屏障 模型 

12 hm 膜 孔 径 的 趋 化 小 槽 Millicel 对 应 24 孔 板 使 用 ， 
将 培养 5d 的 HBMEC 胰 酶 消化 ,调整 浓度 至 2x107ml， 
加 400 由 至 上 槽 中 ,再 加 600 pl 4 10% FBS 的 1640 培 
养 基 至 下 槽 中 ,37 % .5% CO, 培 养 3~5 d, 适 时 更 换 培 养 
基 。 从 第 3 天 起 用 跨 上 皮 细 胞 电阻 测定 仪 测量 跨 膜 电 
阻 , 当 TEER 值 在 200~300 Q.cm: 之 间 时 可 用 来 做 趋 化 
实验 。 

1.6 THP-1 迁移 分 析 

与 秋 附 实验 一 样 ,用 不 同 的 菌株 孵育 趋 化 小 槽 中 的 
HBMEC 3h 后 ,轻柔 冲洗 小 槽 3 次 ,在 上 桶 内 加 入 含 2x 
105 个 THP-1 细胞 的 含 10% FBS 的 1640 培养 基 共 
400 ul, 同时 下 酸 液 更 换 600 ul 10% FBS ff) 1640 HF 
养 基 ,让 THP-1 在 小 槽 内 做 趋 化 运动 后 ,在 特定 时 间 点 
取 下 槽 液 至 血球 计数 板 计数 迁移 至 下 槽 液 的 THP-1 细 
胞 数 , 每 孔 重 复 3 次 ,使 用 方差 分 析 统 计数 据 ™ 
(ANOVA)。 将 实验 后 趋 化 小 桶 半 透 膜 揭 下 ,细胞 刮 板 
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刊 除 上 表面 细胞 ,然后 95% 酒 精 固定 过 夜 ,0.1% 结 晶 紫 染 
色 20 min, 自 来 水 漂洗 2 min, 显 微 镜 拍摄 整个 半 透 膜 "。 
1.7 统计 学 处 理 

所 有 实验 至 少 重复 3 次 ,以 均 数 + 标准 差 表 示 数 据 ， 
方差 分 析 并 以 :检验 或 球 对 称 检验 来 确定 对 照 组 和 实验 
组 之 间 差 异 。P<0.05 表 明 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 Cn B4500FO, 刺 激 HBMEC 后 对 THP-1 4b HT 3£ 43 
的 影响 

THP-1 的 黏附 与 作用 于 HBMEC 的 Cn 剂量 呈正 相 
关 性 ,同时 随 Cn 作 用 的 时 间 延 长 而 黏附 率 增加 (图 1 和 
图 2)。 以 PBS E425 AX RHIA HBMEC 1 h 时 后 
的 THP-1 黏附 率 作 为 基数 100% ,Cn 剂量 在 105 cfu/ml 
时 舌 附 率 相 比 是 基数 的 136%, 这 时 Cn 与 HBMEC 细 胞 
数量 比 约 为 2: 1; 当 Cn 剂 量 提高 到 5x10 cfu/ml 时 ， 
THP-1 黏 附 率 就 提高 到 基数 197% ,这 时 的 Cn 细胞 数 约 
是 HBMEC 的 100 倍 。Cn 作 用 于 HBMEC 的 时 间 长 短 
对 THP-1 黏 附 内 皮 细 胞 的 影响 更 大 ,在 1 时 只 是 基数 
的 165% ,而 到 6h 后 ,黏附 率 大 幅 提 高 到 了 320%。 
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图 1 Cn7lgext THP-1 FAP HBMEC Ay sim) 

Fig.1 Dose-dependent induction of adhesion of THP-1 to 
HBMEC infected with different concentrations of Cn. 
Results are expressed as relative THP-1 adhesion 
compared with the PBS control (100% ). Error bars 
indicate standard deviations. *P<0.01 vs PBS control 


group. 


野生 株 Cn B4500FO; 刺 激 HBMEC 后 明显 增强 了 
THP-1 的 趋 化 迁移 (图 1~4)。 实 验 表明 ,在 Cn 感染 体外 
模型 中 的 HBMEC 时 间 (3 h) 和 THP-1 加 入 小 槽 中 迁移 
时 间 (3 h) 都 确定 的 情况 下 ,Cn 的 剂量 越 大 对 THP-1 迁 
移 率 的 促进 作用 越 强 ,相对 于 空白 对 照 组 20.8% 的 迁移 
率 ,10cfu/ml 时 ,迁移 率 28.875%;5x10’cfu/ml 时 , 比 没 
有 Cn 感染 的 情况 下 迁移 率 提 高 了 75% 还 多 。 当 Cn 深 
度 为 5x10’ cfu/ml, Ej HBMEC 作用 时 间 为 3 h, 随 
THP-1 在 上 酸 液 中 时 间 廷 长 ,THP-1 迁移 率 也 相应 提高 。 
2.2 Bikunin fe anti-CD44 x} 4 B4500FO, #! 3% HBMEC 
下 的 THP-1 黏 附 迁 移 的 作用 
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图 2 Cn Re SIX THP-1 SAP HBMEC 的 影响 

Fig.2 Effect of Cn exposure time on adhesion THP-1 to 
HBMECs. Equivalent amount of wild strain B4500FO, (5x10* 
cfu/ml) were incubated with HBMEC monolayer for 1, 2 and 
6 h. Results are expressed as relative THP-1 adhesion 
compared with the PBS control (100% ) *P«0.01 vs PBS 
control group. 


结果 表明 在 5x10’ cfu/ml B4500FO, 感 染 HBMEC 
3h 后 ,使 用 CD44 抑 制剂 Bikunin 或 anti-CD44 单 克隆 
抗体 旷 育 感染 后 的 内 皮 细 胞 ,都 可 以 明显 降低 THP-1 的 
Ah EXER E FH CES 5,6) ,与 只 有 Cn 感染 而 不 使 用 抗 
CD44 药 物 的 对 照 组 相 比 ,Bikunin 和 anti-CD44 剂 量 越 
大 ,THP-1 黏 附 率 和 迁移 率 就 越 低 ,使 用 抗 CD44 药 物 的 
最 大 剂量 组 的 黏附 率 不 及 对 照 组 的 1/3 ,迁移 率 相 比 对 
照 组 降低 了 超过 54%。 
2.3 CPS1 基因 敲 除 株 和 回 补 株 Cn 对 模型 中 THP-1 4b 
附 迁移 的 影响 

CPS1 基因 是 Cn 编码 奖 膜 透明 质 酸 HA 合成 酶 的 
FE, Bit CPSI 基因 的 TYCC645’32 株 , 蔷 膜 中 不 合 
HA, LJ Cn TYCC64532 (5x 10° cfu/ml) il [n] &| PE PCIP 
(5x10* cfu/ml) 分 别 感染 HBMEC 3 h, FERRER H 
显 高 于 殴 除 株 , 而 回 补 株 相 比 敲 除 株 黏 附 率 有 明显 回 
升 ( 图 7); 迁 移 实 验 中 ,上 槽 液 中 加 入 400 由 浓度 为 5x 
10Yml 的 THP-1, 于 3h 后 计数 下 醒 液 中 THP-1 的 迁移 
率 ,与 PBS 空白 对 照 组 比较 THP-1 的 迁移 率 ,Cn 
B4500FO.(5x10* cfu/ml) 组 最 高 (图 8) ,与 野生 株 组 相 
比 , 敲 除 株 TYCC645”32 组 则 明显 要 低 , 但 是 回 补 株 迁 
移 率 相 比 敲 除 株 回升 并 不 明显 。 


3 讨论 

单 核 细胞 迁移 浸润 是 发 生 新 生 隐 球菌 脑膜 炎 时 免 
疫 系 统 抗 抵抗 感染 的 防御 反应 ,Cn 可 以 激活 感染 部 位 
的 内 皮 细 胞 产生 趋 化 因子 和 促 炎 细胞 因子 呈 ,并 引起 脑 
微血管 内 皮 细 胞 表面 条 附 分 子 表达 改变 ,从 而 影响 白 细 
胞 的 招募 和 黏附 迁移 。 为 了 明确 Cn 感染 HBMEC 后 单 
核 细胞 通过 血 脑 屏 障 的 情况 ,我 们 通过 黏附 实验 和 迁移 
趋 化 实验 ,证 明 THP-1 黏 附 率 和 迁移 率 随 刺激 HBMEC 
的 Cn 量 的 增加 和 刺激 时 间 的 延长 而 上 升 。HBMEC 表 
达 的 PECAM-1(CD31) ,E-Selectin 和 CD44 等 多 种 和 
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图 3 Cn 剂量 对 THP-1 迁 移 率 的 影响 

Fig.3 Effect of Cn dose on transmigration of THP-1 across HBMEC 
monolayer. A: HBMECs were transfected with scrambled or Cn at 
different doses followed by medium treatment for 3 h. The chemotactic 
activity was determined using a 24-well micro chemotaxis chamber. 
THP-1 cells were added to the upper chambers and allowed to migrate 
for 3 h through 12-um porous membranes towards the lower chambers 
which contained the harvested conditioned media as indicated. Cells 
migrated to the lower chambers were fixed, stained, and 
photographed; B: Induction of THP-1 migration with different doses (0 
to 5x10’ cfu/ml) [corresponding to 0-100 multiplicity of infection (MOD)] 
of wild strain B4500FO.. *P«0.01 vs control group (0 cfu/ml). 


图 4 Cn 刺激 时 间 对 THP-1 迁 移 率 的 影响 

Fig.4 Effect of different Cn exposure time of HBMECS on transmigration of 
THP-1 cells. A: HBMECs were transfected with scrambled or Cn (5x 10°) 
followed by medium treatment for 1-24 h. THP-1 cells were added to the 
upper chambers and allowed to migrate for 3 h through 12-um porous 
membranes towards the lower chambers containing the harvested 
conditioned media. B: Time-course study of Cn-induced THP-1 
transmigration across HBMEC monolayer. THP-1 transmigration was 
triggered by 5x10* cfu/ml of wild strain B4500FO,. The values represent the 
mean percent transmigrating THP-1 of triplicate samples and are 
representative of one experiment from three independent experiments. *P< 
0.01, **P<0.05 vs control group. 


附 分 了 参 与 其 与 白细胞 的 秋 附 作用 ,并 且 影响 到 白细胞 。” 够 结合 HBMEC 表 面 的 CD44， ~ e 主 细胞 的 CD44 


通过 血 脑 屏障 的 过 程 “。 前 期 研究 证 实 ,Cn 葬 膜 HA 能 在 细胞 膜 上 再 聚集 。 本 研究 证 实 Cn 感 染 微血管 内 皮 细 
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5 Bikunin 和 anti-CD44 单 克隆 抗体 剂量 对 THP-1 黏附 
HBMEC 的 影响 

Fig. THP-1 adhesion to HBMEC monolayers was blocked by 
Bikunin and anti-CD44 monoclonal antibody. Equivalent 
amount of wild strain BA500FO; (5x10'cfu/ml) were incubated 
with HBMEC monolayer for 3 h. HBMECS were then treated 
with different doses of bikunin and anti-CD44 monoclonal 
antibody, with the monolayers treated with Cn and PBS as the 
control. *P«0.01 vs PBS control group. 
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6 Bikunin 和 anti-CD44 单 克隆 抗体 剂量 对 THP-1 迁移 率 
的 影响 

Fig.6 Inhibition of THP-1 transmigration across HBMECs 
after preincubation with different doses of bikunin and 
anti-CD44 monoclonal antibody for 3 h. *P«0.01 vs PBS 
control group. 


胞 可 以 加 强 THP-1 5; HBMEC 的 黏附 并 提高 THP-1 通 
过 单 层 HBMEC 的 迁移 率 。 

CD44 作 为 HA 在 HBMEC 表 面 的 主要 受 体 ,可 被 
Bikunin 和 ant-CD44 单 克隆 抗体 抑制 ,实验 结果 显示 ， 
THP-1 的 黏附 迁移 作用 随 抑制 剂 或 抗体 浓度 的 增加 而 
降低 ,可 以 证 明 CD44 在 THP-1 黏 附 Cn 刺激 的 HBMEC 
上 起 重要 作用 ,并 对 白细胞 迁移 有 影响 。 

CPS1 F&A RK KR BR TYCC645:32 对 比 野生 株 
B4500FO., ilt HBMEC JA X} THP-1 的 黏附 和 迁移 影 
响 明 显 较 低 ,而 回 补 株 PCIP 则 相对 回升 ,表明 Cn 菜 腊 
HA 对 THP-1 黏附 迁移 也 有 影响 ,从 而 验证 了 作为 HA 
受 体 的 CD44 在 THP-1 的 黏附 迁移 中 的 重要 作用 。 
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图 7 HA 对 THP-1 笑 附 Cn 感染 的 HBMEC 的 影响 

Fig.7 Effect of HA on adhesion of THP-1 cells to HBMECs. 
Equivalent amount of wild strain B4500FO, mutant 
TYCC645432 and complemented strain CPIP were 
incubated with HBMEC monolayers for 3 h. Results are 
expressed as relative THP-1 adhesion compared with the 
PBS control (100% ). Error bars indicate standard deviations. 
*P«0.01 vs PBS control group. *P«0.01. 


综 上 所 述 ,本 研究 首次 证 实 新 生 隐 球菌 体外 感染 脑 
微血管 内 皮 细胞 可 以 诱导 THP-1 的 黏附 和 迁移 。 前 期 
人 研究 中 发 现 ,Cn 莱 膜 HA 刺激 HBMEC 后 ,引起 CD44 
表达 的 再 分 布 ,使 单 核 细胞 更 容易 通过 HA 结合 ,并 激 
活 引起 细胞 骨架 和 细胞 形态 的 改变 ”" ,从 而 使 脑 微 血管 
内 皮 细 胞 之 间 的 紧密 连接 发 生 改变 ,这 两 点 可 能 是 本 研 
究 中 影响 THP-1 通 过 单 层 HBMEC 的 关键 因素 ,说 明 
HBMEC 表达 的 CD44 在 单 核 细胞 迁移 通过 血 脑 屏 障 中 
起 重要 作用 。 本 研究 表明 新 生 隐 球菌 体外 感染 脑 微 血 
管内 皮 细 胞 诱导 THP-1 黏附 和 迁移 的 作用 可 能 与 
CD44 分 子 密切 相关 。CD44 抗 体 和 Bikunin, 尤 其 是 后 
者 作为 CD44 的 抑制 剂 可 以 明显 减少 单 核 细 胞 的 迁移 
率 , 在 减低 炎症 反应 方面 有 一 定 应 用 前 景 。 上 述 结果 为 
新 生 隐 球菌 脑膜 炎 时 Cn 促进 炎症 发 生发 展 的 机 制 的 相 
关 研 究 提 供 启 示 , 为 寻找 有 效 防治 中 枢 神 经 系统 机 会 感 
染 的 新 途径 提供 理论 基础 。 
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